






















for  a  long  time.  It  encodes  an  extremely  large  virion‐associated  RNA  polymerase  unique  for 
bacterial viruses that became characteristic for this group. In recent years, due to new and relatively 
inexpensive  sequencing  techniques  the  number  of  publicly  available  phage  genome  sequences 
expanded rapidly. This revealed new members of the N4‐like phage group, from 33 members  in 
2015  to 115 N4‐like viruses  in 2020. Using new  technologies and methods  for  classification,  the 
Bacterial  and Archaeal Viruses  Subcommittee  of  the  International Committee  on Taxonomy  of 
Viruses  (ICTV)  has  moved  the  classification  and  taxonomy  of  bacterial  viruses  from  mere 
morphological approaches to genomic and proteomic methods. The analysis of 115 N4‐like genomes 









of  the N4 genome and  its  replication  revealed unique  characteristics. Apart  from a phenomenon 
called  lysis‐inhibition  [3]  that  causes delayed  lysis and a  subsequently  increased burst  size upon 
infection, further analysis revealed a gene for a large virion‐associated RNA polymerase (vRNAP) 
that became a characteristic for N4‐like genomes and the use of in total three DNA‐dependent RNA 
polymerases  for  transcription  that  were  subject  to  different  scientific  questions  and  thus were 















families,  22 new  sub‐families,  424 new genera  and  964 new  species, which  still  represent only  a 
fraction of the genomes currently available. However, it has to be taken into account that ICTV does 
not classify viral strains or variants, i.e., those phage isolates with genomes that show ≥95% DNA 
sequence  identity with an  exemplar  isolate of a  species  [12]. With  regard  to N4‐like viruses,  i.e., 
viruses encoding the vRNAP, only a rather small number of those have been officially classified by 












 Presence of  three RNA polymerase genes,  including a  large  (~3500 aa) virion‐associated RNA 
polymerase (vRNAP)   
  




Phage  Subfamily  Genus  Reference 
Achromobacter phage JWAlpha  “Rothmandenesvirinae”  Jwalphavirus  [15] 
Achromobacter phage JWDelta  “Rothmandenesvirinae”  Jwalphavirus  [15] 
Achromobacter phage phiAxp–3  “Rothmandenesvirinae”  “Dongdastvirus”  [16] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy04  “Rothmandenesvirinae”  “Dongdastvirus”  [17] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy10  “Rothmandenesvirinae”  “Pourcelvirus”  [17] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy11  “Rothmandenesvirinae”  “Pourcelvirus”  [17] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy12  “Rothmandenesvirinae”  “Dongdastvirus”  [17] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy13  “Rothmandenesvirinae”  “Inbricusvirus”  [17] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy22  “Rothmandenesvirinae”  “Pourcelvirus”  [17] 
Achromobacter phage vB_AxyP_19–32_Axy24  “Rothmandenesvirinae”  “Dongdastvirus”  [17] 
Acinetobacter phage Presley    “Presleyvirus”  [18] 
Acinetobacter phage VB_ApiP_XC38      [19] 
Delftia phage RG–2014    “Dendoorenvirus”  [20] 
Dinoroseobacter phage DFL12phi1  “Rhodovirinae”  Baltimorevirus   
Dinoroseobacter phage DS–1410Ws–06  “Rhodovirinae”  “Sanyabayvirus”  [21] 
Dinoroseobacter phage vBDshPR2C  “Rhodovirinae”  Baltimorevirus  [22] 
Enterobacter phage EcP1    “Eceepunavirus”   
Enterobacteria phage N4  “Enquatrovirinae”  Enquatrovirus  [3] 
Erwinia phage Ea9–2  “Erskinevirinae”  Johnsonvirus   
Erwinia phage phiEaP–8  “Erskinevirinae”  Yonginvirus  [23] 
Erwinia phage vB_EamP_Frozen  “Erskinevirinae”  Johnsonvirus  [24] 
Erwinia phage vB_EamP_Gutmeister  “Erskinevirinae”  Johnsonvirus  [24] 
Erwinia phage vB_EamP_Rexella  “Erskinevirinae”  Johnsonvirus  [24] 
Erwinia phage vB_EamP–S6    “Waedenswilvirus”  [25] 
Escherichia phage Bp4  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [26] 
Escherichia phage EC1–UPM  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [27] 
Escherichia phage ECBP1  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [28] 
Escherichia phage IME11  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [29] 
Escherichia phage OLB145  “Enquatrovirinae”  Enquatrovirus   
Escherichia phage PD38  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus   
Escherichia phage PGN829.1  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus   
Escherichia phage phi G17  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [30] 
Escherichia phage PMBT57  “Enquatrovirinae”  Enquatrovirus   
Escherichia phage Pollock  “Humphriesvirinae”  “Pollockvirus”  [31] 
Escherichia phage St11Ph5  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [32] 
Escherichia phage vB_EcoP_3HA13  “Enquatrovirinae”  Enquatrovirus   
Escherichia phage vB_EcoP_G7C  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [33] 
Escherichia phage vB_EcoP_PhAPEC5  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [34] 
Escherichia phage vB_EcoP_PhAPEC7  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [34] 
Klebsiella phage KP8  “Enquatrovirinae”  “Kaypoctavirus”  [35] 
Klebsiella phage KpCHEMY26  “Humphriesvirinae”  “Pylasvirus”  [36] 
Klebsiella phage Pylas  “Humphriesvirinae”  “Pylasvirus”  [37] 
Pectobacterium phage Nepra    “Cbunavirus”   
Pectobacterium phage phiA41    “Cbunavirus”  [38] 
Pectobacterium phage vB_PatP_CB1    “Cbunavirus”  [39] 
Pectobacterium phage vB_PatP_CB3    “Cbunavirus”  [39] 
Pectobacterium phage vB_PatP_CB4    “Cbunavirus”  [39] 
Pseudoalteromonas phage pYD6‐A  “Fuhrmanvirinae”  “Mazuvirus”   
Pseudomonas phage 98PfluR60PP    “Littlefixvirus”  [40] 
Pseudomonas phage DL64  “Migulavirinae”  Litunavirus  [41] 
Pseudomonas phage inbricus  “Rothmandenesvirinae”  “Inbricusvirus”   
Pseudomonas phage KPP21  “Migulavirinae”  Luzseptimavirus  [42] 
Pseudomonas phage LIT1  “Migulavirinae”  Litunavirus  [43] 
Pseudomonas phage Littlefix    “Littlefixvirus”   
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Pseudomonas phage LP14  “Migulavirinae”  Litunavirus  [44] 
Pseudomonas phage LUZ7  “Migulavirinae”  Luzseptimavirus  [43] 
Pseudomonas phage LY218  “Migulavirinae”  Litunavirus   
Pseudomonas phage Pa2  “Migulavirinae”  Litunavirus   
Pseudomonas phage PA26  “Migulavirinae”  Litunavirus  [45] 
Pseudomonas phage PEV2  “Migulavirinae”  Litunavirus  [43] 
Pseudomonas phage phCDa    Shizishanvirus   
Pseudomonas phage phi176  “Migulavirinae”  Litunavirus  [46] 
Pseudomonas phage RWG  “Migulavirinae”  Litunavirus  [46] 
Pseudomonas phage vB_Pae1396P‐5  “Migulavirinae”  Litunavirus   
Pseudomonas phage vB_Pae575P‐3  “Migulavirinae”  Litunavirus   
Pseudomonas phage vB_PaeP_C2–10_Ab09  “Migulavirinae”  Litunavirus  [47] 
Pseudomonas phage vB_PaeP_DEV  “Migulavirinae”  Litunavirus  [48] 
Pseudomonas phage vB_PaeP_MAG4  “Migulavirinae”  Litunavirus  [49] 
Pseudomonas phage vB_PaeP_PYO2  “Migulavirinae”  Litunavirus  [48] 
Pseudomonas phage YH30  “Migulavirinae”  Litunavirus  [50] 
Pseudomonas phage YH6  “Migulavirinae”  Litunavirus  [51] 
Pseudomonas phage ZC03    “Zicotriavirus”  [52] 
Pseudomonas phage ZC08    “Zicotriavirus”  [52] 
Pseudomonas phage Zuri    “Zurivirus”   
Roseobacter phage RD–1410W1–01  “Rhodovirinae”  “Aoquinvirus”  [21] 
Roseobacter phage RD–1410Ws–07  “Rhodovirinae”  “Sanyabayvirus”  [21] 
Roseovarius Plymouth podovirus 1  “Rhodovirinae”  “Plymouthvirus”  [53] 
Roseovarius sp. 217 phage 1  “Rhodovirinae”  “Plymouthvirus”  [53] 
Ruegeria phage vB_RpoP–V12  “Rhodovirinae”  “Aorunvirus”   
Ruegeria phage vB_RpoP–V13  “Rhodovirinae”  “Pomeroyivirus”   
Ruegeria phage vB_RpoP–V14  “Rhodovirinae”  “Aorunvirus”   
Ruegeria phage vB_RpoP–V17  “Rhodovirinae”  “Aorunvirus”   
Ruegeria phage vB_RpoP–V21  “Rhodovirinae”  “Aorunvirus”   
Salmonella phage FSL SP–058  “Humphriesvirinae”  “Ithacavirus”  [54] 
Salmonella phage FSL SP–076  “Humphriesvirinae”  “Ithacavirus”  [54] 
Shigella phage pSb–1  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus  [55] 
Silicibacter phage DSS3phi2  “Rhodovirinae”  “Aorunvirus”  [56] 
Sinorhizobium phage ort11    “Huelvavirus”  [57] 
Stenotrophomonas phage Pokken    “Pokkenvirus”  [58] 
Sulfitobacter phage EE36phi1  “Rhodovirinae”  “Aorunvirus”  [56] 
Sulfitobacter phage phiCB2047‐B  “Rhodovirinae”  “Raunefjordvirus”  [59] 
Vibrio phage 1.025.O._10N.222.46.B6  “Pontosvirinae”  “Nahantvirus”   
Vibrio phage 1.026.O._10N.222.49.C7  “Pontosvirinae”  “Nahantvirus”   
Vibrio phage 1.097.O._10N.286.49.B3  “Pontosvirinae”  “Dorisvirus”   
Vibrio phage 1.150.O._10N.222.46.A6  “Pontosvirinae”  “Nahantvirus”   
Vibrio phage 1.152.O._10N.222.46.E1  “Pontosvirinae”  “Nahantvirus”   
Vibrio phage 1.169.O._10N.261.52.B1    Mukerjeevirus   
Vibrio phage 1.188.A._10N.286.51.A6    Mukerjeevirus   
Vibrio phage 1.224.A._10N.261.48.B1    Mukerjeevirus   
Vibrio phage 1.261.O._10N.286.51.A7    Mukerjeevirus   
Vibrio phage 2.130.O._10N.222.46.C2  “Pontosvirinae”  “Nahantvirus”   
Vibrio phage JA–1    “Pacinivirus”  [60] 
Vibrio phage JSF3    “Pacinivirus”  [61] 
Vibrio phage phi 1    “Pacinivirus”  [62] 
Vibrio phage phi50–12       
Vibrio phage pVa5  “Pontosvirinae”  “Galateavirus”  [63] 
Vibrio phage pVco–5      [64] 
Vibrio phage VBP32  “Fuhrmanvirinae”  “Stoningtonvirus”   
Vibrio phage VBP47  “Fuhrmanvirinae”  “Stoningtonvirus”   
Vibrio phage VCO139    “Pacinivirus”  [60] 
Vibrio virus vB_VspP_SBP1       
Xanthomonas phage RiverRider    “Riverridervirus”  [65] 
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From metagenomes       
Podoviridae sp. isolate ctda_1       
Podoviridae sp. ctLUJ1       
Siphoviridae sp. isolate 355  “Enquatrovirinae”  Gamaleyavirus   
So  far,  only N4‐like  phages  infectious  for Gram‐negative  host  bacteria  belonging  to  the  α‐
proteobacteria  such  as  Roseobacter  [21],  β‐proteobacteria  such  as  Achromobacter  [3]  and  γ‐




To  analyze  the  similarities  or  relationship,  respectively,  between N4‐like  viruses  and  other 
podoviruses, we used ViPTree (https://www.genome.jp/viptree/; [66]) which is originally based on 
the Phage Proteomic Tree [67]. The results showed that the group of N4‐like is clearly monophyletic 
and  forms  a distinct  clade  (Figure  2). The distinct  clustering  of  the  newly proposed  family was 
confirmed with a gene‐sharing network analysis using vConTACT2  (Figure 3), where  the N4‐like 
viruses  cluster  clearly  separates  from all other dsDNA bacterial viruses.  In  fact,  the deep branch 
lengths in the ViPTree and limited connectedness in the gene‐sharing network show that there are 





and  inner  rings  representing  classification  at  the  subfamily  and  family  level,  respectively. Non‐
marked viruses have not been classified yet. 






family  of  phages:  RNAP  1  (EPNV4_gp15),  RNAP  2  (EPNV4_gp16),  vRNAP  (EPNV4_gp50), 
EPNV4_gp24,  EPNV4_gp25,  DNA  polymerase  (EPNV4_gp39),  EPNV4_gp42,  DNA  primase 




#  N4_Product  N4 Locus Tag  N4 Protein Accession  PIRATE  Proteinortho_30  CoreGenes 5.0 
1  RNAP 1  EPNV4_gp15  YP_950493.1  Y  Y  Y 
2  RNAP 2  EPNV4_gp16  YP_950494.1  N  Y  Y 
3  AAA+ ATPase  EPNV4_gp24  YP_950502.1  *  Y  Y 
4  gp25  EPNV4_gp25  YP_950503.1  N  N  Y 
5  DNA polymerase  EPNV4_gp39  YP_950517.1  Y  Y  Y 
6  gp42  EPNV4_gp42  YP_950520.1  Y  Y  Y 
7  DNA primase  EPNV4_gp43  YP_950521.1  Y  Y  Y 
8  gp44  EPNV4_gp44  YP_950522.1  Y  Y  Y 
9  vRNAP  EPNV4_gp50  YP_950528.1  N  N  Y 
10  16.5 kDa protein  EPNV4_gp52  YP_950530.1  Y  Y  Y 
11  gp54  EPNV4_gp54  YP_950532.1  N  N  Y 
12  Major capsid 
protein  EPNV4_gp56  YP_950534.1  Y  Y  Y 
13  gp57 (tape 





EPNV4_gp59  YP_950537.1  Y  Y  Y 
15  30 kDa protein  EPNV4_gp67  YP_950545.1  N  N  Y 
16  Terminase, large 
subunit  EPNV4_gp68  YP_950546.1  Y  Y  Y 
17  gp69  EPNV4_gp69  YP_950547.1  Y  N  Y 
* Indicates presence in 113/114 genomes. 












calculated with VIRIDIC, with members  of  different  subfamilies  sharing  little  to  no  nucleotide 
identity [70].   
The  proposed  subfamily  “Migulavirinae”  consists  of  two  previously  ratified  genera  (eight 
species), Litunavirus and Luzseptimavirus, representing phages with Pseudomonas aeruginosa as their 
host. The subfamily “Enquatrovirinae” contains three genera (14 species), Gamaleyavirus, Enquatrovirus 
and  the  newly  proposed  genus  “Kaypoctavirus”  and  includes  phages  infecting members  of  the 
Enterobacteriaceae  like  E.  coli,  Shigella  boydii  or  Klebsiella  pneumoniae.  N4‐like  viruses  infecting 
Achromobacter xylosoxidans were grouped into four genera (eight species) in the proposed subfamily 





“Aoquinvirus”,  “Pomeroyivirus”,  “Sanyabayvirus”,  “Plymouthvirus”  and Baltimorevirus,  and  contains 
aquatic viruses  infecting members of  the Rhodobacteraceae. Two  further proposed subfamilies  (five 
genera),  “Fuhrmanvirinae”  (named  after American  oceanographer  and marine  biologist  Jed Alan 
Fuhrman)  and  “Pontosvirinae”,  mainly  consist  of  phages  against  marine  Vibrio  species.  The 
“Humphriesvirinae” subfamily  in honour of James C. Humphries  (1914–1992), who was the  first to 






























For  panproteome  construction  with  PIRATE  the  settings  used  were  30  and  35%  identity 




with  E‐value  of  1e‐5.  CoreGenes5.0  uses  the  GET_HOMOLOGUES  package  to  implement  the 




as a  crucial  feature  for  taxonomic  classification of viruses at  the  ranks of  species and genus. We 
therefore  employed  the  online  tool  VIRIDIC  (Virus  Intergenomic  Distance  Calculator, 
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